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^= (54) Title: COMBINATIONS OF ENZYME INHIBITOR-CONTAINING PREPARATIONS AND THE USE THEREOF 

^= (54) Bezeichnung: KOMBINATIONENVONENZYMINHffilTORENUMFASSENDEZUBEREITUNGE 
= WENDUNG 

== (57) Abstract: The invention relates to a method which permits, owing to the simultaneous and joint inhibition of the enzyme activ- 
ities of (I) alanyl-aminopeptidase and dipeptidyl-peptidase IV, (11) of the dipeptidyl-peptidase IV and the angiotensin-converting en- 
zyme, (in) of the dipeptidyl-peptidase IV and prolyl -oligopeptidase, and of (IV) the dipeptidyl-peptidase IV and the X-Pro-aminopep- 
tidase, to inhibit DNA syndiesis and thus the proliferation of mononuclear cells as well as of T cells to an extent which cannot be 
obtained by the individual application of said enzyme inhibitors even when used in higher doses. Although the above-mentioned 

^= inhibitors influence the same process, namely DNA synthesis and thus the proliferation of immune cells, this effect is not complete 
and not long-lasting when the inhibitors are used individually. The functional overlapping of the enzymatic activities results, as is 
supported by the experimental data, in an additive/super-adjditive inhibitory effect on DNA synthesis and the proliferation resulting 
from the simultaneous inhibition of a plurality of the above enzymes. The invention shows that the simultaneous application of 
inhibiting substances of the above-mentioned enzymes or of corresponding preparations and forms of administration is suitable for 
the therapy of autoimmune diseases and chronic diseases with an inflammatory genesis as well as for the treatment of post-transplant 
rejection episodes. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren, bei dem durch die gleichzeitige und gemeinsame Hemmung von 
Enzymaktivitaten der: I) Alanyl-Aminopeptidase und Dipeptidylpeptidase IV; II) der Dipeptidylpeptidase IV und des Angioten- 
sin-Konvertierenden Enzyms; HI) der Dipeptidylpeptidase IV und Prolyloligopeptidase sowie IV) der Dipeptidylpeptidase IV und 
der X-Pro-Aminopeptidase die DNS-Synlhese und damit die Proliferation von mononuklearen Zellen (MNZ) als auch von T-Zellen 
in einem AusmaB hemmt, das durch die einzelne Applikation dieser Enzyminhibitoren-auch bei hoherer Dosierung-nicht erreicht 
wcrden kann. Obgleich die genannten Inhibitoren ietztendlich den gleichen Prozcss, namlich die DNS-Synthese und damit die 
Proliferation von Imraunzellen, beeinflussen, ist dieser Effekt bei einzelner Applikation der Inhibitoren nicht vollstSndig und nicht 
dauerhaft. Aus der fiinklionellen tiberschncidung der cnzymadschcn Aktivitalen resulliert, wie unsere Daten zeigen, cine addi- 
tive/superadditive Hemmwirkung auf DNS-Synthese und Proliferation aus der gleichzeitigen Hemmung mehierer der genannten 
Enzyme. Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapic von Auloimmun- und chronischen Erkrankungen mil entziindlicher Genese 
sowie zur Behandlung von AbstoBungsepisoden nach Transplantation die gleichzeitige Applikation von Henunstoffen der oben ge- 
nannten Enzyme bzw. cntsprechender Zubercitungen und Daireichungsformen daraus gecignet sind. 
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KoiDbinationen von Enzyminhibitoren umf assende Ziobereitimgen 
und deren Verwendung 



Beschreibung: 

Die Erfmdung beschreibt die kombinierte Hemmung von Enzymaktivitaten der 
Aminopeptidase N (APN, ECS .4.1 1.2, CD13), der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, EC 
3.4.14.5, CD26), der Prolyloligopeptidase (POP, Prolylendopeptidase, PEP, EC3.4.21.26), der 
membranstandigen Aminopeptidase P (X-Pro-Aminopeptidase, APP, XPNPEP2, EC 3.4.11.9) 
und des Angiotensin-konvertierenden Enzyms, (angiotensin-converting enzyme, ACE, EC 
3.4.15.1, CD 156) durch die simultane Applikation von jeweils spezifischen Inhibitoren dieser 
Enzyme auf der Basis von Aminosaurederivaten, Peptiden oder Peptidderivaten, durch welche 
die Aktivierung, die DNS-Synthese und damit die Proliferation von Immunzellen supprimiert 
wird. 
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Fur alle Erkrankungen mit Autoinimunpathogenese gilt, dass eine Aktivienmg und 
Proliferation von Inununzellen, insbesondere von autorealctiven T-Zellen, dem 
Krankheitsprozess zugrunde liegen bzw. diesen ausmachen. Die gleichen Mechanismen 
kommen bei akuten bzw. chronischen AbstoBimgsepisoden nach Organtransplantation zur 
Wirkung. 

Es ist gezeigt worden, dass im Prozess der Aktivierung und klonalen Expansion von 
Immunzellen, insbesondere von T-Lymphozyten, membranstandige Peptidasen wie DP IV oder 
APN eine SchlussetoUe spielen [Fleischer B: CD26 a surface protease involved in T-cell 
activation. Immunology Today 1994; 15:180-184; Lendeckel U et al.: Role bf alanyl 
aminopeptidase in growth and function of human T cells. International Journal of Molecular 
Medicine 1999; 4:17-27; Riemann D et al.: CD13 - not just a marker in leukemia typing. 
Immunology Today 1999; 20:83-88]. Varschiedene Funktionen mitogen-stimulierter 
mononuklearer Zellen (MNZ) oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNS-Synfliese, 
Produktion und Sekretion von immunstimulierenden Zytokinen (IL-2, IL-6, IL-12, IFN-y) und 
Helferfunktionen fur B-Zellen (IgG- und IgM-Synthese) kSnnen in Gegenwart von 
spezifischen Inhibitoren der DP IV und der APN gehemmt werden [Schon E et aL: The 
dipeptidyl peptidase IV, a membrane enzyme involved in the proliferation of T lymphocytes. 
Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9-K15; Schon E et al.: The role of dipeptidyl peptidase IV 
in human T lymphocyte activation. Inhibitors and antibodies agaixist dipeptidyl peptidase IV 
suppress lymphocyte proliferation and immunoglobulin synfliesis in vitro. Eur. J. Immunol. 
1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion 
of transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 
91: 354-360; Lendeckel U et al. : Induction of the membrane alanyl aminopeptidase gene and 
surface expression in human T-cells by mitogenic activation. Biochem. J. 1996; 319: 817-823; 
Kahne T et aL: Dipeptidyl peptidase IV: A cell surface peptidase involved in regulating T cell 
growth (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 3-15; Lendeckel U et al: Role of alanyl 
aminopeptidase in growth and function of human T cells (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 
17-27]. 

Es ist bereits bekannt, dass die Behandlung von Autoimmunerkrankungen und 
Abstofiungsreaktionen nach Transplantationen durch die Hemmung der auf Immunzellen 
lokalisierten Dipeptidylpeptidase IV mittels synflietischer Inhibitoren teilweise m5glich ist 
(z.B. EP764151A1, WO09529691, EP731789A1, EP528858). Fur die Enzyme 
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Aminopeptidase N, „angiotensin-converting enzyme", X-Pro-Aminopeptidase und 
Prolyloligopeptidase sind solche Effekte bisher nicht bekaimt. 

Der Erfindung liegt der uberraschende Befimd zugrunde, dass die gleichzeitige Hemmung der 
en2ymatischen Aktivitaten von (I) Dipeptidylpeptidase IV und Aminopeptidase N, (II) der 
Dipeptidylpeptidase IV und des ,^giotensin-converting enzym", (III) der Dipeptidylpeptidase 
rv und der Prolyloligopeptidase sowie (IV) der Dipeptidylpeptidase IV und der X-Pro- 
Aminopeptidase die DNS-Synthese und damit die Proliferation von mononuklearen Zellen 
(MNZ) als auch von T-Zellen in einem AusmaB hemmt, das durch die einzelne Applikation 
dieser Enzyminhibitoren - auch bei hoherer Dosierung - nicht erreicht werden kann. Obgleich 
die genanntra bhibitoren letztendlich den gleichen Prozess, namlich die DNS-Synthese und 
damit die Proliferation von Immxmzellen, beeinflussen, ist diesar Effekt bei einzelner 
Applikation der Inhibitoren wesentlich schwacher ausgepragt und nicht dauerhaft. 
Wegen der flinktionellen Uberschneidung der enzymatischen Aktivitaten der genannten 
Enzyme resultiert, wie unsere Daten zeigen, eine superadditive Hemmwirkung auf DNS- 
Synthese und ProUferation aus der gleichzeitigen Hemmung von zwei oder mehreren dieser 
Enzyme. 

Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie von Autoimmun- und entzundlichen Erkrankungen 
sowie zur Behandlung von AbstoBungsepisoden nach Transplantation die gleichzeitige 
Applikation von Hemnistoffen der oben genannten Enzyme bzw. entsprechender 
Zubereitungen und Darreichungsformen daraus geeignet sind. 

Im einzelnen liegen der Erfindung die Befimde zugrunde, dass die DNS-Synthese von MNZ 
und T-Zellen durch die simultane Administration von Inhibitoren der enzymatischen Aktivitat 
von 

L Dipeptidylpeptidase IV und Aminopeptidase N, 

II. Dipeptidylpeptidase IV und Angiotensin-konvertierendem Enzym, 

III. Dipeptidylpeptidase IV und Prolyloligopeptidase 

IV. Dipeptidylpeptidase IV und X-Pro-Aminopeptidase 
in superadditiver Weise inhibiert wird. 

Die Applikation von Enzyminhibitoren stellt bei den genannten Erkrankungen eine neuartige 
Methode und erganzende Therapieform dar. 
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Die erfindungsgemaB applizierten Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV, der 
AminopeptidaseNj der Prolyloligopeptidase , des „angiotensin-converting enzym" und der X- 
Pro-Aminopeptidase konnen in pharmazeutisch anwendbar^ Fonnulierungskomplexen als 
Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, inhibitorisch wirkende Peptide xind Peptidderivate 
sowie als Antikorper dieses Enzyms zur Anwendung koiranen. Bevorzugte Effektoren sind 
beispielsweise fur die DP IV Xaa-ProDipeptide, entsprechende Derivate, vorzugsweise 
Dipeptidphosphonsaurediarylester und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n=0- 
10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende 
Derivate und deren Salze, wobei Xaa eine a-Aminosaure/Iminosaure bzw. ein a- 
Aminosaurederivat/Iminosaurederivat, vorzugsweise N®-4-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L- 
Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, z.B. 
Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate. Derartige Verbindiangen und deren 
Herstellung wurden in einem friiheren Patent beschrieben (K. Neubert et al. DD296075A5). 

Die Inhibitoren werden simultan mit bekannten Tragerstoffen ver'abreicht. Die Verabreichung 
erfolgt einerseits als topische Applikation in Form von z.B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, 
Losungen, Sprays, Liposomen, Schiittelmixturen, HydrokoUoidverbanden bzw. anderen 
dermatologischen GrundlagenA^'ehikeln einschlieUlich instilativer Applikation und andererseits 
als systemische Applikation zur oralen, transdermalen, intravendsen, subcutanen, intracutanen, 
intramuskularen Anwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik, 
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Ausfiihrungsbeispiele 
Beispiel 1 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lymphozyten durch Inkubation mit 
synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer T-Lymphozyten 
durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-thiazolidid = 
149) und APN (Actinonin) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die T-Zellen wurden 72 h 
in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und anschlieflend uber die Messung der 
^[H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie bei Reinhold et al. beschrieben 
(Reinhold D et aL: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming 
growth factor pi in PWM-sthnulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). 
Abbildung 1 zeigt die dosisabhangige, superadditive Hemmung der DNS-Synthese. 
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Actinonin [pM] 

Abb. 1: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Ammopeptidase N (Actinonin) auf die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten. Humane 
periphere T-Zellen wurden iiber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen der 
hihibitoren inkubiert. Anschliefiend wurde dem Kulturmedium ^[H]-MethyHhymidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an '[H]-Thymidin 
gemessen. 
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Beispiel2 

Inbibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuIdeSren Zellen durch 
Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN 



Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer 
Zellen (MNZ) durch die simultane Administration von Lihibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]- 
thiazolidid = 149) imd APN (Actinonin) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die MNZ 
wurden 72 h m Gegenwart der genannten hihibitoren inkubiert und anschlieBend fiber die 
Messung der ^[HJ-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie bei Reinhold et 
al, beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of 
transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Inraiunology 1997; 
91: 354-360). Abbildung 2 zeigt die dosisabhangige, superadditive Hemmung der DNS- 
Synthese. 

%iNS-$ynm6se 
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Abb. 2: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
APN (Actinonin) auf die DNS-Synthese humaner mononuklearer Zellen (MNZ). Humane 
MNZ wurden fiber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. 
AnschUeBend wurde dem Kulturmedium ^[H]-Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 
6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an ^[H]-Thymidin gemessen. 



wo 01/89569 



7 



PCT/EPOl/05887 



Beispiel 3 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lymphozyten durch Inkubation mit 
synthetischen Inhibitoren der DP IV und der POP 

Unsere Untersuchimgen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten durch die 
simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-thiazolidid = 149) und der 
Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thiazolidid) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die T- 
Zellen wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und anschlieBend fiber 
die Messung der ^[H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie bei Reinhold 
et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of 
transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 
91: 354-360). Abbildung 3 zeigt die dosisabhangige, superadditive Hemmung der DNS- 
Synthese. 
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Abb. 3: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thia) auf die DNS-Synthese humaner peripherer T- 
Lymphozyten. Humane T-Zellen wurden iiber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen 
der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kultuxmedium ^[H]-Methyl-Thymidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an ^[H]-Thymidin 
gemessen. 
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Beispiel 4 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuldearen Zellen durch 
Inkubation mit syntbetischen Inhibitoren der DP IV und der POP 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer 
Zellen (MNZ) durch die simultane Adminisixation von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]- 
&iazolidid = 149) und der Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thiazolidid) in superadditiver Weise 
gehemmt wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und 
anschUeBend iiber die Messung der ^[H]-Thymidin-Inkoiporation die DNS-Synthese bestimmt, 
wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl pqptidase IV 
induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. 
Innnunology 1997; 91: 354-360). Abbildung 4 zeigt die dosisabhangige, superadditive 
Hemmung der DNS-Synthese. 
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Abb. 4: Synergistischer imd dosisabhingiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thia) auf die DNS-Synthese humaner mononuklearer ZeUen 
(MNZ). Humane MNZ wurden fiber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen der 
Inhibitoren inkubiert. Anschliefiend wurde dem Kulturmedium '[H]-Methyl-Thymidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an '[H]-Thymidin 
gemessen. 
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Beispiel 5 

Inbibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lympbozyten durch Inkubation mit 
syntbetischen Inhibitoren der DP IV und des ACE 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten durch die 
simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-thiazolidid = 149) und des 
Angiotensin-konvertierenden Enzyms (Captopril) in superadditiver Weise gehemmt wird. Die 
T-Zellen wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und anschliefiend uber 
die Messung der ^[H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestinunt, wie bei Reinhold 
et al. beschrieben (Reinhold D et al: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of 
transforming growtti factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Inununology 1997; 
91: 354-360). Abbildung 5 zeigt die dosisabhangige, si?)eradditive Hemmung der DNS- 
Synfhese. 
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Abb. 5: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und des 
Angiotensin-konvertierenden Enzyms (Captopril) auf die DNS-Synthese humaner peripherer 
T-Lymphozyten. Humane T-Zellen wurden fiber drei Tage mit den angegebenen 
Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium ^[H]- 
Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 
^(Hj-Thymidin gemessen. 
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Beispiel 6 

lohibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononukleSren Zellen durch 
Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und des ACE 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer 
Zellen (MNZ) dutch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]- 
thiazolidid = 149) und des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (Captopril) in superadditiver 
Weise gehemmt wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren 
inkubiert und anschliefiend fiber die Messung der ^[H]-Thymidin-Inkorporation die DNS- 
Synthese bestimmt, wie bei Remhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of 
dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated 
PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abbildung 6 zeigt die dosisabhSngige, 
superadditive Hemmung der DNS-Synthese. 
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Abb. 6: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und des 
Aangiotensin-konvertierenden En2yms (Captopril) auf die DNS-Syhthese humaner mono- 
nuklearer Zellen (MNZ). Humane MNZ wurden iiber drei Tage mit den angegebenen 
Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kultunnedium ^[H]- 
Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weit^en 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 
^[H]-Thymidin gemessen. 
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Beispiel 7 

Hemmung der Proliferation von liumanen peripiieren mononuklearen Zellen (MNZ) 
durch die einzelne und gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = 
Lys[Z(NO2)]-thia20lidid) und APN (Actinonin). 
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dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 



Abb. 7: Die MNZ wurden uber einen Zeitraum von 72 h ohne Zusatz (KontroUe), mit dem 
mitogenen Lektin Phytohainagglutinin (PHA) bzw. mit PHA und den angegebenen Inhibitoren 
inkubiert. Anschliefiend erfolgte die Bestimmung der Zahl metabolisch aktiver Zellen unter 
Verwendung des kommerziell verfugbaren WST-I Zeil-Proliferations- Assays (Takara Inc.) 
nach Angaben des Herstellers. 
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Beispiel 8 

Hemmung der Proliferation der humanen T-Zelllinie KAKPAS-299 durch die einzelne 
und gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = Lys[Z(N02)I-thiazolidid) und 
APN (Actinonin und Probestin). 




keine Adlnonin Probestin 149 Probestin+149 Actinonln+149 



dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 

Abb. 8: Die KARPAS-299-Zellen wurden fiber einen Zeitrauin von 72 h ohne Zusatz 
(Kontrolle) bzw. in Gegenwart der angegebenen Inhibitoren einzeln sowie in Kombination 
inkubiert AnschlieBend erfolgte die Bestiirnnung der Zahl metabolisch aktiver Zellen unter 
Verwendung des kommeraell verfugbaren WST-1 Zell-Proliferations-Assays (Takara Inc.) 
nach Angaben des Herstellers. 
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BeispielP 

Hemmung der Proliferation aktivierter, liumaner periplierer T-Zellen durch die einzelne 
hzw. gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = Lys[Z(N02)]-thiazolidid) 
und APN (Actinonin und Probestin). 




kelne PHA/PMA PHA/PMA PHA/PMA PHA/PMA PHAJPMA PHA/PMA 

Probestin Actinonin 149 Probestin Actinonin 

149 i49 

dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 



Abb. 9: Die T-Zellen wurden mit Ausnahme der unbehandelten Kontrolle durch Zugabe zum 
Kulturmedium von Phytohamagglutinin und Phorbol-12-myristaM3-acetat aktiviert und fiber 
einen Zeitraum von 72 h in Gegenwart der angegebenen tahibitoren einzebi sowie in 
Kombination inkubiert. Anschliefiend erfoigte die Bestimmung der Zahl metabolisch aktiver 
Zellen unter Verwendung des kommerziell verfugbaren WST-1 Zell-Proliferations-Assays 
(Takara Inc.) nach Angaben des Herstellers. 
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Beispiel 10 

Hemmung der Proliferation PHA-aktivierter, humaner monoDuldearer Zellen (MNZ) 
durch die einzelne bzw, gleiclizeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = 
LysIZ(N02)]-thiazolidid) und der X-Pro-Aminopeptidase (APP) (Apstatin). 
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dem Kulturmedium zugesetzte Effektoren 



Abb. 10: Die mononuklearen Zellen (MNZ) wurden fiber einen Zeitraum von 72 h in 
Gegenwart der angegebenen Inhibitoren einzeto sowie in Kombination inkubiert Anschliefiend 
erfolgte die Bestimmung der Zahl metabolisch aktiver Zellan unter Verwendung des 
kommerziell verfiigbaren WST-1 Zell-ProliferatiGns-Assays (Takara bic.) nach Angaben des 
Herstellers. 
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1. Verwendung von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von Enzymen mit 
gleicher Substratspezifitat (DP IV-analoge Enzymaktivitat) in Kombination mit Inhibitoren 
der Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher 
Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat), der X-Pro-Aminopeptidase (Amino- 

. peptidase P, APP), des „angiotensin-converting enzyme" (ACE) und/oder der 
Prolyloligopeptidase (POP, Prolyloligopeptidase , PEP) zur superadditiven Hemmung von 
Aktivierung, DNS-Synthese und Proliferation humaner T-Lymphozyten bzw. 
mononuklearer Zellen. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin die Inhibitoren der DP IV bevorzugt Xaa-Pro- 
Dipeptide (Xaa = a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschutztes Derivat), entsprechende 
Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphonsaurediarylester, Dipeptidboronsaur^ (z.B. Pro- 
boro-Pro) und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Aminosaure, n=0- 
10), entsprechende Derivate imd deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)«amide, entsprechende 
Derivate und deren Salze sind, wobei Xaa erne a-Aminosaure bzw. ein 
seitenkettengeschutztes Derivat, vorzugsweise N^-4-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L- 
Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, z.B. 
PyiTolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, worin Aminosaureamide, z.B. N^-4-Nitrobenzyloxy- 
carbonyl-L-Lysin-thiazolidid, -pyrrolidid und -piperidid sowie das entsprechende 2- 
Cyanothiazolidid-, 2-CyanopyTrolidid- und 2-Cyanopiperididderivat bevorzugt als DP IV- 
Inhibitoren eingesetzt werden. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei als Inhibitoren der APN bevorzugt Actinoin, 
Leuhistin, Phebestin, Amastin, Probestin, 6-Aminothiole, a-Aminophosphinsauren, a- 
Aminophosphinsaurederivate, vorzugsweise D-Phe-y[P0(0H)-CH2]-Phe-Phe und deren 
Salze 

als hihibitoren der APP bevorzugt Apstatin, (2S,3R)-HAMH-L-ProUn, (2S,3R)-HAPB-L- 
Prolin, die entsprechenden L-Prolinmethylester, (2S,3R)-HAMH-/(2S,3R)-HAPB. 
pyrroKdide, -thiazolidide (HAMH = 3 Amino-2-hydroxy-5-methyl-hexanoyl, HAPB = 3- 
Amino-2-hydroxy-4-phaiyl-butanoyl) und deren Salze 
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als Inhibitoren des ACE bevorzugt Captopril, Enalapril, Lisinopril, Cilazopnl und deren 
Salze 

als Inhibitoren der POP (PEP) bevorzugt Postatin, Eury statin A oder B, N^-geschiitzte 
Peptidaldehyde, vorzugsweise Benzyloxycarbonyl-L-Prolyl-L«Prolinal bzw. Benzyloxy- 
earbonyl-L-Thioprolyl-L-Thioprolinal, N^-geschutzte Aniinosaiire(Xaa)-pyrrolidide bzw. 
-thiazolidide (Xaa = a-Aminosaure, bevorzugt L-Alanin, L-Valin, L-Isoleucin) sowie die 
entsprechenden 2-Cyanopyrrolidid- bzw. 2-Cyanottua2olididderivate, substratanaloge N*- 
geschutzte Peptidphosphonsaurediarylester bzw. Peptiddiazo-mediylketone bzw. Peptid- 
ammoniummedsylketone und deren Salze 
fungieren. 

5. Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur 
Vorbeugung und Therapie von Autoimmunerkrankungen, vorzugsweise Rheumatoide 
Arthritis, Lupus erythematodes. Multiple Sklerose, IDDM, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, 
Psoriasis, Neurodemiitis, Glomerulonephritis, interstitielle Nephritis, Vaskulitis, 
autoimmune Schilddriisenerkrankungen oder autoimmunhamolytische Anamie, sowie 
anderen chronischen Erfcrankungen mit entzundlicher Genese wie Allergien und 
Arteriosklerose. 

6. Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der Anspruche 1 bis 4 zur 
Unterdruckung von Transplantat-Abstossung und zur Therapie von Tumorerkrankungen. 

7. Pharmazeutische Zubereitungen, umfassend Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP FV) 
oder DP IV-analoger Enzymaktivitat in Kombination mit Inhibitoren eines der Enzyme 
Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzyme gleicher Substratspezifitat 
(APN-analoge Enzymaktivitat), X-Pro-Aminopeptidase (Amino-pq>tidase P, APP), 
„angiotensin-converting enzyme" (ACE) und Prolyloligopeptidase (POP, 
Prolylendopeptidase, PEP) und in Kombination mit an sich bekannten Trager-, Zusatz- 
tind/oder Hilfsstoffen. 

8. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 7, umfassend als Inhibitoren der DP IV 
bevorzugt Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschiitzte Derivate), 
entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphon-saurediarylester und deren Salze, 
Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Aminosauren, n=0-10), entsprechende Deri- 
vate und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Daivate und deren 
Salze, wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschCitztes Derivat, vorzugsweise 
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NM-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist 
und als Amidstruktur cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren 
Derivate fungieren. 

9. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 7, umfassend als Inhibitoren der DP IV 
vorzugsweise Aminosaureamide, NM-Nitrobenzyloxy-carbonyl-L-Lysin-thiazolidid, - 
pyrrolidid und -piperidid sowie das entsprechende 2-Cyanothiazolidid-, 2-CyanopyiTolidid- 
imd 2-Cyanopiperididderivat 

10. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 7 umfassend als Inhibitoren der APN, APP, 
ACE und POP (PEP), vorzugsweise Actmoin, Leuhistin, Phebestin, Amastin, Probestin, 
fl-Aminothiole, a-Aminophosphinsauren, a-Aminophosphinsaurederivate, bevorzugt D- 
Phe-y[P0(0H)-CH2]-Phe-Phe und deren Salze als APN-Inhibitoren, 

Apstatin, (2S,3R)-HAMH-L-Prolin, (2S,3R)-HAPB-L-Prolin, die entsprechenden L- 
Prolinmethylester, (2S,3R)-HAMH- / (2S,3R)-HAPB-pyrroIidide, -thiazolidide (HAMH = 
3-Amino-2-hydroxy-'5-methyI-hexanoyI, HAPB=3-Amino-2-hydroxy-4-phenyI-butanoyl) 
und deren Salze als APP-Inhibitoren, 

Captopril, Enalapril, Lisinopril, Cilazopril und deren Salze als ACE-Inhibitoren, 
Postatin, Eurystatin A oder B, N*-geschutzte Peptidaldehyde, vorzugsweise 
Benzyloxycarbonyl-L-Prolyl-L-Prolinal bzw. Boizyloxycarbonyl-L-Thioprolyl-L- 
Thioprolinal, K-geschiitzte Aminosaure(Xaa)-pyrrolidide bzw. -thiazolidide (Xaa = a- 
Aminosaure, bevorzugt L-Alanin, L-Valin, L-Isoleucin) sowie die entsprechenden 2- 
Cyanopyrrolidid- bzw. 2-Cyanothiazolididderivate, substratanaloge N"-geschut2te 
Peptidphosphonsaurediarylester bzw. Peptiddiazomethylketone bzw. Peptid- 
ammoniummethylketone und deren Salze als POP (PEP)-Inhibitoren 



11. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 7 bis 10, umfassend zwei oder 
mehrere der hihibitoren der DP IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat, der APN bzw. 
APN-analoger Enzymaktivitat, des ACE, der POP (PEP) und der XPNPEP2 in raumlich 
getrennter FormuUerung in Kombination mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffen zur gleichzeitigen oder zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgenden 
Verabreichung mit dem Ziel einer gemeinsamen Wirkung. 

12. Pharmazeutische Zubereitung gemaJJ Anspruche 7 bis 11 fur die systemische Anwendung 
zur oralen, transdennalen, intravenosen, subcutanen, intracutanen, intramuskularen, 
rektalen, vaginalen, sublingualen Applikation zusammen mit an sich bekannten Tragw-, 
Hilfs- und/oder Zusatzstoffen. 
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13. Pharmazeutische Zubereitung gemiB Anspriiche 7 bis 11 fur die topische Anwendung in 
Form von z3. Cremes, Salben, Fasten, Gelen, Losungen, Sprays, Liposomen, 
Schuttelmixturen, Hydrokolloidverb§nden bzw. anderen dennatologischen Grundlagen/ 
Vehikeln, einschliefilich instilatiiver Applikation. 
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